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Signalen van buitenaf worden door een cel ontvangen en vervolgens binnenin cle
cel verwerkt (de signaal transductie routes), wat uiteindelijk leidt tot een adequate
cellulairc respol-ls. In kankercellen blijkt dcze signaal transductie vaak verstoord te
zi jn.  Dit  proefschri l l  beschri j f t  dan ook de rol  en regulat ie van verschi l lencle
signaaltransduct ie routes bi j  de celdel ing en geprograrnmeerde celdood van
bloedkanker cel len.
De bloedcelvorming (Hematopoiese)
Bloedcel len worden gevonnd ui t  een klein aantal  pr imit ieve stamcel len in het
beennrerg. De meest belangrijke eigenschap van deze stamcellen is dat ze ztchzelf
kunnen vern icur . 'n 'en .  D i t  garandeer t  een voor raad van s tamce l len  c l ie  de
bloedcelvorming (hematopoiese) 
-qedurende het hele leven kan handhaven. De
stamcellen rijpen vervolgens uit tot verschillende soorten volwassen bloedcellen met
v e r s c h i l l e n d e  f u n c t i e s :  d e  w i t t c  b l o e d c e l l e n  ( l e u k o c y t e n ;  a Í v e e r  t e g e n
ziekteverrvekkers),  rode bloedcel len (erytrocyten. transport  van zuurstoÍ)  en
bloedplaatjes (tronibocyten; verantwoordelijk voor de bloedstolling). De meest
volwassen bloedcellen hebben eert beperkte lcvensduur en worden daarom ook continu
geproducce'rd in het beenmerg.
Het hematopoictische systeem moet in staat zijn orn zich aan te passen aan
plotselinge veranderingen i de behoeÍle aan verschillende bloedcellen. Bijvoorbeeld
bij een bacteriële infectie zijn veel granulocyten en monocyten nodig om de inÍèctie
te bestrijdcn .Deze snel veranderende behoeftes aan verschillende soorten bloedcellen
vraagt om controle mechanismen dic heel zorgvuldig de ccldeling en uitrrlping van
de henratopoietische cellen legr-rleren. Een sleutellol bij deze processen spelen cle
groeiÍàctoren en interleukines. Dit zijn boodschappermoleculen diedoor verschillende
bloedcellen geproduceerd worden en uitgescheiden en aan het oppervlak van andere
cellen kunnen binden. Dcze groeiÍactoren kunnen de cellen aanzetten onr te delen.
om uit te rijpen of zijn simpelweg nodig voor de cel om te kunnen overlevcn.
Acute myeloide leukemie (AML)
Acutc myeloide leukemie is een vonn van bloedkanker. Het wordt veroorzaakt
doordat een bloedcel in plaats varr uit te rijpen tot een volwassen bloeclcel, als onnype
cel blijft bestaan. Dcze onriipe cel kan ongecontroleerd gaan delen. Na verloop van
tijd ontstaat er een grote ophoping van deze onrijpe blocdcellen in het beenmerg, die
nauwelijks functioneel z,ijn. De abnotmale, rnaligne bloedcellen zijn in een enornre
ovcrmaat aanwezig zodat zii de productie van normale bloedcellen in het beenmerg
verstoren. Acute leukemie geeft aan dat cr in een korte tijd een woekering van onrijpe
blocdcellen plaatsvindt. AÍhankelijk 'n an het type bloedcel dat ongeremd eelt en van
het stadiunr waarop de cel is ontspoord wordt acute myeloide leukernie ontJervercleeld
in 7 verschillende groepcn, AML-M 1 tot en rnet AML-M7 (zie ook figuur I . op pagina
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I I van dit proefschrift).
AML cellen zijn voor hun overleving. groei en deling paffieel afhankelijk van
groeifactoren en interleukines, die geproduceerd worden door andere cellcn in het
beenmerg en bloed. Maar in ongevecr 309Ávan de patiënten produceren de AML
cellen zelf ook spontaan dcze groeifactoren. Hierdoor zijn ze niet afhankelijk van
andere cellen en bovendien versterken zc hun eigen celdeling, groei en overleving.
Dit wordt autocrierre stirnulatie genoernd. De uitgescheiden groeiÍàctoren kunnen
cellen in de directe omgeving aanzetten tot celdeling maar ook tot productie van
groeifactoren. Dit wordt paracriene stirnulatie genoernd. Het blijkt dat AML patiënten
waalvan de cellen alttocriene groei vefionen in viÍr"o een veel geringere overlevingskans
hebben na behandeling met chemotherapie dan patiënten waarvan de cellen in viíro
geen autocriene groei vertonetr.
Wanneer hematopoietische cellen worden onttrokken aan groeifactoren gaan ze
dood. Maar ook andere factoren kunrren celdood induceren. zoals stress van cellen
(UV licht, hoge zout cottcentraties) en natuurlijk cytostatica. Binnen in de cel wordel
er dan nauwkeurig gereguleerde mechanisrnen aangezet die tot geprogramrneerde
celdood (apoptose) Ieiden. Het is beschrevcn dat AML cellen die autocriene groei
vertonen niet in apoptose gaan wanneer deze gedurende lange tijd gekweekt worden
zonder toevoegingen van exogene factoren, terwijl AML cellen zonder autocriene
groei snel dood gaan. Hoogstvvaarschijnliik is dit een van de verklaringen voor de
slechte overlevingskans van die patienten waarvan de cellen autocriene groeiin vitro
vertonen. Deze cellen worden beschermd en gaan niet in apoptose. Behandeling met
chetrotherapeutica leidt tot apoptose van tlrmorcellen. FIet blijkt dat de algemene
gevoeligheid van een tumorcel om in apoptose te gaan rnede bepalend is voor het
succes van een behandeling tnet cytotoxische geneesrrriddelen.
Signaal transductie
De aanwez ighe id  van een groe i fac to r  o f  cy tok ine  bu i ten  de  cer  word t
waargenomen door receptoren. Dit zijn eiwitten die door de celmembraan heen steken
en aan de buitenkant (extracellulair) het boodschappermolecuul aan zich binden. Als
reactie op die binding van een boodschappermolecuul, wordt door de receptor een
signaal naar de binnenkant (intracellulair) doorgegeven. Cytokine receptoren kunnen
dezelfde tnaar ook verschillende eiwitten activeren en de tijd van activatie kan
verschillen. Afhankelijk van deze factoren kan een specifieke cellulaire respons
ontstaan, een cel kan bijvoorbeeld gaan delen, difïèrentieren of gcwoon overleven.
Wanneer een groeifactor aan zijn receptor bindt leidt dit tot de activatie van een hele
cascade van elkaar activerende iwitten (signaal transductie routes) binnen in de cel
( f ie l )
De activatie van de eiwitten in deze cascade gebeuft door fosforylatie . Dit betekent
dat een eiwit (een kinase) een fosfaatgroep aan een ander eiwit kan hangen waardoor
dat eiwit veruolgens actief wordt. De signaal transductie routes die geactiveercl worden
en het uiteindelijke etfect op de cel zijn sterk afhankelijk van het soort boodschapper









Figuur l :  Schematisch overzicht van signaal t ransduct ie routes geact iveerd oor
boodschapper moleculen.
Wanneer een groeifactor of interleukine bindt aanzijn spccifieke receptor op het celoppervlak
leidt dit tot de activatie van signaal transductie eiwitten binnen in de cel. Deze eiwitten worden
geactiveerd oor fosforylatie (P). Het cne eiwit geeft het signaal door aan het andcre eiwit
totdat uiteindelijk een transcriptie factor wordt geactiveerd. Deze verplaatst zich dan naar de
kem, alwaar hij aan een specifieke plaats op een gen kan binden. De binding van ce n transcriptie
factor aan een gen resulteeft in afschrijving van het gen, de zogenaamde transcriptie. Er wordt
vervolgens messcnger RNA (mRNA) gemaakt. Dit mRNA wordt dan afgelezen om er een
eiwit van te maken. De eiwitten die gemaakt zijn spelcn ccn rol brj talnjke cellulaire processen.
tot de activatie van transcriptie factoren. Dit zijn eiwitten die aan DNA kunnen binden
en veruolgens de transcriptie van genen, betrokken bij celdeling of bescherming tegen
celdood, kunnen induceren. Vele van deze transcriptie factoren worden ook door
fosforylatie geactiveerd.
Dit proefschrift
ln veel AML cellen blijkt een aantal van deze signaal transductie routes spontaan
geactiveerd te zijn. Daarom is het van groot belang om te bestuderen welke specifieke
routes in AML cellen een rol spelen bij de celdeling en bij de bescherming tegen
apoptose. Deze studies kunnen uiteindelijk een bijdrage leveren aan de opheldering
van de verschillende factoren die betrokken zijn bij de ongecontroleerde c ldeling en
resistentie tegen apoptose en mogelijkerwijs leiden tot nieuwe therapie-strategieën
tegen kanker.
Hoofdstuk 1 is een algemene inleiding over de verschillende signaal transductie
t ]4
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ln hoofdstuk 2 is beschreven dat de p3t3 en ERK signaal transductie routes
betrokken zijn bij de interleukine-1 (lL-l) en interleukine-3 (lL-3) geinduceerde
celdeling van AML cellen. Dit werd onderzocht met belrulp van specifieke remmers
voor p38 en ERK. De p38 route is gedeeltelijke betrokken bij de activatie van de
transcriptie factor STAT,5, \À/aarvan beschreven is dat dit eiwit een rol speelt bij
proliferatie. Bovendien is aangetoond at de p38 en ERK routes ook een belangrijke
rol spelen bij de cytokine productie. Dit werd bepaald door het effect van de specifieke
remmers op de IL-1-geïnduceerde IL-6 secretie, een van de autocriene groeiÍàctoren
die doorAML cellen wordt uitgescheiden, te bepalen. Belangwekkend is dat ondanks
dat IL-l en IL-3 beide de p38 en ERK routes activeren, alleen IL-1 in staat is om lL-
6 secretie te induceren. Dit kornt doordat IL-3 niet in staat is om de transcriptie factor
NF-kappaB te activeren, een van de belangrijkste iwitten die betrokken zijn bij de
regulatie van de IL-6 produktie. Concluderend kan gesteld worden dat zowel de p38
als de ERK route een belangrijke rol spelen bii de celdeling en IL-6 secretie van AML
cellen, die afhankelijk zijn van de geactiveerdc ytokine receptoren.
ln hoofdstuk drie is gekeken naar de rol van een andere signaal transductie
route, de PI3-kinase en p70S6 kinase route, bij de lL-l-gemedieerde celdeling en
cytokine productie van normale en leukemische cellen. Het bleek dat de functie van
de PI3-kinase route sterk afhangt van de rijpingsgraad van de AML cellen. ln hele
jonge cellen werd de IL-l-geïnduccerde celdeling sterk geremd door specifieke
remmers voor de PI3-K en p7056 kinase, zonder een efÍ-ect op de lL-6 secretie. Tem,ijl
in rijpe monocytaire cellen rerrming van de Pl3-kinase route een sterk verhogend
effect had op de IL-6 secretie. Deze effecten werden niet alleen in de leukemische
cellen, maar ook in normale gezonde cellen waargenomen. Het bleek dat de remming
van de PI3-kinase route gepaard ging met een verhoging van de cyclisch AMP
productie, een molecuul waarvan beschreven is dat het de lL-6 secretie kan verhogen.
Alhoewel de verhoogde IL-6 secretie afhankelijk is van cyclisch AMP bleek dit niet
via de bekende effector moleculen protein kinase A o1'Rap I te verlopen. Deze resultaten
laten zien dat de remming van de PI3-kinase route een remmend effect heeft op de
celdeling, maar een sterk verhogend effect op de IL-6 secretie afliankelijk van het
uitrijpingsstadium van de cel.
De transcriptie factor NF-kappaB speelt een belangrijke rol bij de regulatie van
de IL-6 gen expressie. Daarom werd in hoofdstuk vier gekeken of de p38 signaal
transductie route een rol speelt b1 de activatie van NF-kappaB. Een leukemische
cellijn werd blootgesteld aan de remmer 58203580, een stof e dat specifiek de p38
signaal transductie route remt. Het bleek dat SB203580 geen effect had op de activatie
van NF-kappaB. Belangwekkend was dat wanneer er hoge concentrat ies van
SB203580 werden toegediend, de activiteit van NF-kappaB zelfs sterk toenam. De
experimenten lieten verder zien dat hoge concentraties van SB203580 de ERK en
JNK routes activeerden. De ERK route bleek uiteindelijk verantwoordelijk te zijn
voor de activering van NF-kappaB. Deze resultaten laten dns zien daÍ er duidelijk eerr




De activatie van de E,RK route wordt meestal geassocieerd met celdeling en
uitrijping van cellen, terwijl activatie van de JNK/p3t3 route niet alleen een rol speelt
bij de cel activatie maar ook bij de celdood. In hoofdstuk vijf is gekeken naar de
dubbele rol van de JNK en p3[3 routes bij de celdood en celactivatie van een
leuker-nische c lli jn. Wanner cellen orrttrokken werden aan hun sroeifactoren leidde
dit tot celdood, wat gepaard ging nret een verhoogde activiteit van JNK en p38 en
directe remming van de ERK route. Verhoogde activiteit van p3B en JNK werd ook
waargenomen wanneer de cellen werden geactiveerd met IL- I . Maar de toevoeging
van [L-l zorgde er juist voor dat de cellen bleven overleven. In dit geval ging de
verhoogde activiteit van JNK en p3B gepaard met een verhoogde ERK activiteit. Dat
p38 een belangrijke rol speelt bij de celdood rverd bewezen doordat de specifieke
renrnrer 38203580 de celdood rerlde. Een specifieke remmer van de ERK route,
PD98059, deed daarentegen het beschermende effect van S8303580 en IL-l teniet.
Dit wijst erop dat het beschermende effect van SB203580 en IL- I een resultaat is van
een verschuiving in de balans tussen de ERK en p3S/JNK routes. Verder bleek dat de
IL- | en S8203580-gemedieerde effecten gepaard gingen rnet een verhoogde activiteit
van de transcriptiefactoren NF-kappaB en AP- l. die op hun beurt ook geremd konden
worden door PD98059. Deze resultaten tonen aan dat de p38 route een dubbele Íunctie
heeÍi, waarbij andere factoren zoals ERK, AP- l en NF-kappaB hoogstwaarschijnlijk
bepalen wat de uiteindelijke reactie van een cel is.
Cytokines en groeifactoren activeren een farnilie van transcriptie factoren die de
STATs (signal transducer and activator of transcription) worden genoemd. De spontane
activatie van een aantal eden van deze familie, STAT1, 3 en 5, kornt inAML cellen
voor. Maar tot nu toe is het exacte mechanisme dat verantwoordelijk is voor deze
spontane activatie niet opgehelderd. In hoofdstuk zes is daarom gekeken welke
meclranismen verantwoordelijk zijn voor de spontane STAT5 activatie in AML cellen.
In 18 van 26 AML patiënten werd spontane activatie van STAT5 gevonden. Het bleek
dat in de meerderheid van de gevallen de spontane STAT5 activatie gepaard ging met
spontane activatie van de Flt3 receptor. Deze receptor speelt een belangrijke rol bij
de celdeling en overleving van hematopoietische voorloper cellen. Bovendien is er
beschreven dat specifieke mutaties in deze receptor kunnen voorkomen inAML cellen.
De resultaten vall ons onderzoek laten zien dat de rneerderheid van de onderzochte
STAT5 positieve AMLs spontane Flt3 activatie vertoonden en dat dit gepaard ging
met mutaties in de receptor. Een deel van de onderzochte AMLs vertoonden echter
spontane Flt3 activiteit, terwijl de receptor geen mutatie had. Daarnaast werd er in de
minderheid van de gevallen spontane STAT5 activiteit gevonden, die werd veroorzaakt
door de produktie van autocriene groeifactoren.
Alle AMLs die hoge spontane STAT5 en Flt3 activiteit hadden vertoonden over het
algemeen een veel lager percentage aan spontane celdood, vergeleken met de AMLs
die geen spontane fosforylatie van STAT5 hadden. Toevoeging van een specifieke
remmer voor de Flt3 receptor esulteerde in een sterke remming van de STA15 activiteit
en een verhoging van de spontane celdood.
Deze data laten zien dat in de meerderheid van de gevallen spontane STAT5 activiteit
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wordt veroorzaakt door spontane Flt3 activiteit samenhangend met mutaties in de
receptor. Dit is geasst'lcieerd met een laag percentage van spontane celdood van deze
AML cel len.
Het onderzoek beschreven in dit proct.schritt hecft een bijdrage geleverd aan de
opheldering van de signaal transductie routes die betrokken zijn ba de celdeling,
cy tok ine  secre t ie  en  ce ldood van AML ce l len .  U i t  d i t  onderzoek  b l i j k t  da t
pharmacolo-eische remmers van specifieke signaaltransductie routes weliswaar een
sterk remmend eÍïect hebben op de proliferatie van AML cellen, maar ook een averechts
kunnen hebben op andere functies van de cel zoals een verhoogde IL-6 secretie.
Hierdoor lenen deze remmers zich niet als potentiële anti-kanker geneesmiddelen.
De complexiteit van de signaal transductie routes, de onderlinge interacties en de
balans tussen de verschillende routes stelt de cel in staat om op het moment dat de
goed-gereguleerde balans wordt verstoord, op alternatieve mechanisrnen over tc- gaan.
Daaronr kan de rrerstoring van cen signaal transductie route ergens halverwege
resulteren in averechtse fÍècten. Aangezien de remming van de intracellulaire routes
op het niveau van de receptor geen avercchtse ffecten lijkt te hebben zoudcn specifieke
remmers voor receptoren, of remmers die helemaal boven in een signaal transductie
route aangrijpen, zeer potentiële kandidaten kunnen zijn voor nieuwe anti-kanker
geneesmiddelen.
Natuurlijk heeft dit proef'schrift ook nieuu,e vragen opgewolpen, bijvoorbeeld
de rol van de Flt3 receptor in de ontwikkeling van leukemie. Tot nu toe is nog niet
bekend of een gemuteerde Flt3 receptor de enige factor is die bepalend is of er een
leukemie ontstaat of dat er nog additionele factoren een rol spelen. Verschillende
studies hebben al aangetoond at mutaties in Flt3 geassocieerd zijn rnet een slcchtere
slagingskans na een chemotherapie behandeling. Daarom zou het van belang zijn om
te kijken naar het efÍèct van de genruteerde Flt3 receptor op de ontwikkeling van
leukemie. Verdere inzichten hierin zouden kunnen leiderr tot altemative vorïnen van
behandeling bij deze hoogst kwaadaardige ziekte.
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